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 RESUMO 
 O  Transtorno  do  Espectro  Autista  (TEA)  é  um  transtorno  do  neurodesenvolvimento 
 caracterizado  por  déficits  na  interação  social,  dificuldades  na  aprendizagem,  déficits 
 comunicativos  e  estereotipia.  Aproximadamente  1  em  cada  100  crianças  é  portadora 
 do  transtorno,  que  persiste  por  toda  a  vida,  por  conta  disso  estudar  a  etiologia  do 
 TEA  é  de  suma  importância.  Cada  vez  mais,  estudos  mostram  a  forte  relação  entre 
 fatores  ambientais  e  genéticos  na  etiologia  do  TEA.  Sabe-se  que  tanto  a  deficiência 
 quanto  o  excesso  de  Ferro  (Fe)  durante  o  desenvolvimento  embrionário  está 
 relacionado  com  transtornos  do  neurodesenvolvimento.  A  exposição  a 
 concentrações  elevadas  de  Fe  durante  a  gestação  afeta  negativamente  a  cognição, 
 locomoção  e  o  processo  de  aprendizagem  de  crianças,  fatores  comportamentais  que 
 relacionam-se  com  o  TEA.  O  estresse  oxidativo  resulta  da  incapacidade  do 
 organismo  no  bloqueio  dos  efeitos  nocivos  dos  radicais  livres,  causando  danos 
 celulares.  A  exposição  excessiva  ao  Fe  no  período  gestacional  aumenta  o  estresse 
 oxidativo,  sendo  o  encéfalo  suscetível  aos  danos  causados  pelos  radicais  livres,  que 
 são  considerados  um  fator  chave  no  deflagramento  de  diversos  distúrbios 
 neurológicos.  A  partir  disso,  torna-se  relevante  investigar  o  envolvimento  do  Fe  na 
 etiologia  do  TEA.  O  organismo  modelo  Drosophila  melanogaster  vem  sendo 
 amplamente  utilizado  no  estudo  de  diversos  distúrbios  neurológicos,  entre  eles  o 
 TEA.  Moscas  adultas  apresentam  padrões  comportamentais  que  podem  ser 
 utilizados  para  o  estudo  do  caráter  autista,  como  vem  sendo  demonstrado  na 
 literatura.  Este  organismo  possui  similaridades  genéticas  com  inúmeros  genes 
 relacionados  às  doenças  em  humanos.  Além  disso,  o  fato  de  apresentar  ciclo  de 
 vida  curto,  aliado  à  facilidade  e  baixo  custo  de  manutenção,  torna-o  vantajoso  em 
 estudos  do  desenvolvimento.  Dito  isso,  este  estudo  investigou  a  toxicidade  do  Fe  no 
 desenvolvimento  de  D.  melanogaster,  investigando  indicadores  de  estresse  oxidativo 
 e  alterações  comportamentais  que  simulam  o  comportamento  do  tipo  autista  na 
 mosca  adulta  já  descritos  na  literatura.  Com  este  objetivo,  as  moscas  foram 
 expostas  a  diferentes  concentrações  de  Fe  durante  todo  o  ciclo  de  desenvolvimento 
 até  a  eclosão  das  pupas.  Moscas  com  até  5  dias  de  vida  foram  utilizadas  para 
 análises  comportamentais  e  bioquímicas.  Este  estudo  demonstrou  que  o  Fe  nas 
 concentrações  5  e  15  mM  induziu  peroxidação  lipídica,  aumentou  a  atividade  da 
 enzima  Superóxido  Dismutase  e  inibiu  a  enzima  Glutationa  S-Transferase.  As 
 moscas  expostas  ao  Fe  apresentaram  menor  capacidade  locomotora  no  teste  de 
 geotaxia  negativa,  maior  frequência  do  comportamento  do  tipo  repetitivo  de 
 grooming  e  menor  interação  social.  Sendo  assim,  os  dados  obtidos  neste  estudo 
 contribuem  para  um  melhor  entendimento  dos  fatores  etiológicos  implicados  no  TEA, 
 chamando  atenção  para  a  toxicidade  do  Fe  durante  o  período  de  desenvolvimento, 
 podendo  repercutir  em  transtornos  como  o  TEA.  Este  trabalho  também  enfatiza  o 
 uso  de  D.  melanogaster  no  estudo  dos  fatores  etiológicos  do  autismo,  entretanto 
 mais estudos são necessários para um melhor entendimento deste processo. 

 Palavras-chave:  Transtorno  do  espectro  autista;  Neurodesenvolvimento;  Fatores 
 ambientais; Estresse oxidativo; Comportamento do tipo autista. 



 ABSTRACT 

 Pre-imaginal  exposure  to  Iron  causes  autistic-like  behavioral  changes  and 
 modulates antioxidant enzymes in  Drosophila melanogaster 

 Autistic  Spectrum  Disorder  (ASD)  is  a  neurodevelopmental  disorder  characterized  by 
 social  interaction  deficits,  learning  difficulties,  communicative  deficits  and  stereotypy. 
 It  is  known  that  about  1  in  every  100  children  reports  this  disorder,  which  persists 
 during  all  life  of  the  individual.  Thus,  the  description  of  the  etiology  of  this  disorder 
 becomes  extremely  relevant.  Studies  demonstrate  the  contribution  of  environmental 
 and  genetic  factors  for  ASD  etiology.  It  was  demonstrated  that  both  Iron  (Fe) 
 deficiency  or  overload  during  embryonic  development  are  implied  in 
 neurodevelopmental  disorders.  It  was  also  reported  that  prenatal  exposure  to  high  Fe 
 levels  is  associated  with  ASD  behavioral  characteristics  in  children,  such  as  learning, 
 cognition  and  locomotion  disorders.  Oxidative  stress  results  from  an  unbalance  of 
 antioxidant  defense  and  levels  of  oxidant  species  leading  to  cellular  damage. 
 Exposure  to  augmented  levels  of  Fe  over  gestational  period  leads  to  oxidative 
 stress,  especially  in  the  brain  which  is  sensitive  to  the  damage  induced  by  free 
 radicals,  being  implied  in  several  neurological  disorders.  Thus  it  becomes  important 
 to  study  the  relation  between  Fe  and  ASD.  The  model  organism  Drosophila 
 melanogaster  has  brought  important  contributions  for  the  study  of  neurological 
 disorders  such  as  ASD.  Characteristics  like  fast  reproductive  cycle,  and  genetic 
 similarities  of  genes  related  to  diseases  in  humans  and  a  low  maintenance  cost  make 
 this  model  specially  relevant  for  developmental  studies.  The  present  study 
 investigated  the  Fe  toxicity  in  the  D.  melanogaster  models  over  the  developmental 
 period,  taking  into  consideration  factors  like  oxidative  stress  and  behavioral  changes 
 which  simulates  the  autistic-like  behavior  and  are  described  in  the  literature  for  the 
 study  of  ASD.  For  this  purpose,  D.  melanogaster  was  exposed  over  the 
 developmental  cycle  until  the  pupal  eclosion  to  Fe  concentrations.  Flies  up  to  5  days 
 old  were  used  for  biochemical  and  behavioral  analysis.  Fe  exposure  to  5  and  15  mM 
 concentrations  increased  lipid  peroxidation,  and  augmented  the  activity  of 
 Superoxide  Dismutase  whereas  decreased  Glutathione-S-transferase  activity.  The 
 flies  exposed  to  Fe  displayed  a  decreased  locomotor  capacity  in  the  negative 
 geotaxis  test,  and  a  prolonged  period  displaying  grooming,  which  is  considered  a 
 repetitive  behavior,  and  also  an  antisocial  behavior.  Thus,  the  present  study 
 contributes  for  a  better  comprehension  of  factors  implied  in  ASD,  and  draws  attention 
 for  Fe  toxicity  over  developmental  period,  however,  further  studies  are  necessary  to  a 
 better  description  of  this  process.  Additionally,  the  use  of  D.  melanogaster  for 
 investigation of factors which predisposes to  autism was reinforced in this study. 

 Key-words:  Autistic  spectrum  disorder;  Neurodevelopment;  Ambiental  factors; 
 Oxidative stress; Autistic like behavior. 
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 1.  INTRODUÇÃO 

 O  Transtorno  do  Espectro  Autista  (TEA)  é  uma  condição  que  tem  como  maior 

 característica  dificuldades  na  interação  social,  com  o  grau  de  dificuldade  variando  de 

 acordo  com  a  evolução  da  síndrome  no  indivíduo  (White  et  al.  2006).  Ou  seja, 

 pode-se  afirmar  que  a  severidade  e  sintomas  do  transtorno  divergem  entre  os 

 portadores,  não  havendo  um  padrão  comportamental  entre  estes,  podendo  gerar 

 sintomas  mais  leves  ou  severos  de  acordo  com  a  evolução  do  transtorno  no 

 indivíduo  (Volkmar  &  Wiesner  2018).  Além  disso,  o  TEA  é  uma  condição  séria,  visto 

 que  persiste  durante  a  vida  do  portador,  ou  seja,  não  há  cura  para  tal  transtorno. 

 Ademais,  o  TEA  afeta  fatores  como  a  socialização,  comunicação,  percepção  e 

 cognição,  prejudicando  a  vivência  do  portador.  Dito  isso,  nota-se  que  tal  déficit  pode 

 apresentar  alta  severidade  e  seu  início  precoce  induz  maiores  dificuldades  em 

 fatores  relacionados  à  qualidade  de  vida,  como  aprendizagem  e  adaptação  social 

 (Volkmar & Wiesner 2018). 

 Apesar  de  casos  terem  sido  observados  anteriormente,  o  TEA  foi  descrito 

 pela  primeira  vez  apenas  em  1943  pelo  psiquiatra  Leo  Kanner,  que  analisou  onze 

 crianças  portadoras  do  distúrbio  e  descreveu  sintomas  como  a  falta  de  interesse 

 pelos  indivíduos  ao  redor  e  atividades  sociais  em  geral.  Além  disso,  Kanner 

 observou  comportamentos  como  repetições,  resistência  à  mudanças,  deficiências  de 

 linguagem  e  insistência  nas  mesmas  coisas,  observando  perturbação  caso  houvesse 

 mudança  na  rotina.  Além  desses  fatores  comportamentais,  Kanner  observou 

 episódios  de  pânico  nas  crianças  caso  determinado  objeto  fosse  posto  em  um  local 

 diferente  do  habitual,  seletividade  quanto  às  roupas  que  vestiam  e  alimentos 

 consumidos,  bem  como  estereotipias  como  balanço  corporal,  andar  na  ponta  dos 

 pés  e  sacudir  das  mãos.  Além  desse  conjunto  de  comportamentos,  Kanner 

 considerava  o  isolamento  social  um  fator  chave  para  diagnóstico  do  TEA  (Kanner 

 1943). 

 Ao  final  da  década  de  1970,  estudos  chegaram  à  conclusão  de  que  o  TEA 

 era  caracterizado  pelo  déficit  no  desenvolvimento  social,  déficit  comunicativo  e 

 linguístico,  resistência  à  mudança,  insistência  na  rotina  e  marcado  por  seu  início 

 precoce.  Desde  então,  ocorreram  mudanças  no  formato  de  diagnóstico  do  TEA,  mas 

 tais  fatores  comportamentais  ainda  são  usados  como  marcadores  característicos  do 

 transtorno (Volkmar & Wiesner 2018). 
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 Segundo  dados  epidemiológicos  mundiais,  em  média  1  em  cada  100  crianças 

 é  portadora  do  TEA,  sendo  este  valor  uma  estimativa  propensa  a  apresentar  maior 

 número,  visto  que  países  em  desenvolvimento  possuem  taxas  desconhecidas  (World 

 Health  Organization  2022).  No  Brasil,  ainda  não  há  números  oficiais  sobre  pessoas 

 com  TEA,  visto  que  o  transtorno  é  pouco  estudado  no  país.  Caso  esteja  de  acordo 

 com  estudos  realizados  em  outros  países,  estima-se  que  cerca  de  1,5  a  2  milhões 

 de crianças brasileiras portem TEA (Brentani  et al.  2021). 

 Apesar  de  diversos  estudos  relacionados  ao  TEA,  a  etiologia  do  transtorno 

 ainda  é  desconhecida,  havendo  fortes  evidências  da  influência  genética 

 (Kałużna-Czaplińska  et  al.  2017).  Atualmente,  o  TEA  é  visto  como  um  transtorno  do 

 neurodesenvolvimento  relacionado  com  fatores  etiológicos  distintos,  tanto  genéticos 

 quanto  ambientais.  Por  conta  da  sua  capacidade  de  interação  com  a  vulnerabilidade 

 genética,  fatores  ambientais  também  apresentam  considerável  importância  no 

 desenvolvimento  do  TEA.  Dito  isso,  é  possível  que  o  transtorno  tenha  causas 

 multifatoriais,  derivadas  da  interação  entre  fatores  genéticos  e  ambientais 

 (Ramaswami  &  Geschwind  2018;  Volkmar  &  Wiesner  2018;  Bigolin  2020;  Cheroni  et 

 al.  2020).  Entre  as  interações  que  ocorrem  durante  o  desenvolvimento  pré-natal, 

 pode-se  citar  o  uso  de  determinados  fármacos  como  o  antiepilético  valproato, 

 consumo  de  álcool,  deficiência  de  vitamina  D,  tabagismo  e  exposição  aos  metais 

 pesados, como o Ferro (Gialloreti  et al.  2019; Santos-Terra  et al.  2021). 

 O  desenvolvimento  pré-natal  humano  dura  cerca  de  38  semanas,  dividido  nas 

 fases  embrionária  (período  de  maior  vulnerabilidade  às  anomalias  congênitas, 

 representada  pelas  oito  primeiras  semanas  de  gestação)  e  fetal,  que  representa  o 

 restante  do  período  gestacional  (cerca  de  30  semanas).  O  sistema  nervoso  central 

 (SNC)  começa  a  se  desenvolver  na  quarta  semana  de  gestação,  formando-se  até  o 

 terceiro  ano  de  vida  do  indivíduo.  Por  apresentar  período  duradouro  de 

 desenvolvimento,  o  SNC  está  exposto  aos  fatores  ambientais  capazes  de  causar 

 alterações  funcionais  e  morfológicas  associadas  ao  enfraquecimento  do  sistema 

 imunológico,  alterações  hormonais,  interações  genéticas  e  estresse  oxidativo 

 (Gialloreti  et al.  2019; Ijomone  et al.  2020). 

 O  Ferro  (Fe)  consiste  em  um  nutriente  essencial  e  necessário  no  transporte 

 de  oxigênio  a  nível  celular,  além  de  realizar  atividade  metabólica  e  compor  enzimas 

 para  a  fosforilação  oxidativa  e  síntese  de  neurotransmissores.  Dito  isso,  tais  fatores 

 tornam  o  Fe  um  elemento  essencial  para  o  neurodesenvolvimento,  sendo  tanto  seu 
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 excesso  quanto  deficiência  considerados  danosos  (Ijomone  et  al.  2020).  Em 

 particular,  a  exposição  excessiva  ao  Fe  no  período  gestacional  aumenta  o  estresse 

 oxidativo,  podendo  induzir  transtornos  do  neurodesenvolvimento,  entre  estes  o  TEA. 

 Estudos  em  humanos  demonstraram  que  altas  concentrações  de  Fe  durante  a 

 gestação  podem  ser  danosas  para  o  neurodesenvolvimento  do  feto,  afetando 

 negativamente  fatores  como  a  aprendizagem,  cognição  e  funções  motoras  (Yang  et 

 al.  2010;  Mireku  et  al.  2015).  Tamura  et  al.  (2002)  ressaltou  os  efeitos  da  sobrecarga 

 de  Fe  durante  a  gestação  ao  observar  que  altas  concentrações  deste  metal  pesado 

 no  cordão  umbilical  estavam  relacionadas  com  déficits  na  aprendizagem  de 

 humanos,  enquanto  L  ö  nnerdal  (2017)  observou  déficits  cognitivos  e  locomotores  em 

 humanos  recém-nascidos  expostos  à  dieta  suplementada  com  altas  concentrações 

 de  Fe.  A  partir  disso,  a  homeostase  do  Fe  se  demonstra  essencial  para  o 

 desenvolvimento  normal  do  encéfalo,  e  compreender  o  papel  do  Fe  em  distúrbios  do 

 neurodesenvolvimento  é  de  extrema  importância  para  contribuir  na  geração  de 

 ações relacionadas à saúde (Georgieff & Innis 2005). 

 A  falta  de  estabilidade  entre  a  síntese  das  espécies  reativas  de  oxigênio 

 (EROs)  e  a  habilidade  do  organismo  de  bloquear  seus  efeitos  nocivos  através  dos 

 antioxidantes  causa  o  estresse  oxidativo,  que  resulta  em  danos  celulares.  O  encéfalo 

 é  um  dos  maiores  metabolizantes  de  oxigênio,  por  conta  disso  muitas  EROs 

 acumulam-se  nele.  Contudo,  seus  mecanismos  protetores  são  fracos,  tornando-o 

 sensível  aos  danos  causados  pelo  acúmulo  dos  radicais  livres  (Pangrazzi  et  al. 

 2020).  Sendo  assim,  um  fator  chave  de  diversos  distúrbios  neurológicos  é  o  acúmulo 

 de  EROs.  Muitos  estudos  ligam  o  TEA  a  altos  níveis  de  EROs  e  menor  capacidade 

 antioxidante  em  todo  o  organismo,  tanto  no  encéfalo  quanto  a  nível  sistêmico 

 (Bjørklund  et al.  2021). 

 Em  portadores  de  TEA,  a  atividade  da  enzima  Superóxido  Dismutase  (SOD)  é 

 mais  elevada,  considerada  um  mecanismo  na  neutralização  dos  danos  celulares 

 advindos  do  estresse  oxidativo  no  encéfalo  (Pangrazzi  et  al.  2020).  A  Glutationa 

 S-Transferase  (GST)  age  na  desintoxicação  e  está  envolvida  na  regulação  de 

 proteínas  importantes  durante  a  diferenciação  e  desenvolvimento,  podendo 

 apresentar  alterações  em  situações  de  estresse  oxidativo  (Alabdali  et  al.  2014). 

 Enzima  essencial  na  propagação  dos  impulsos  nervosos,  a  Acetilcolinesterase 

 (AChE)  normalmente  apresenta  níveis  reduzidos  no  plasma  de  humanos  com 

 autismo  (Suzuki  et  al.  2011).  A  nível  corporal,  a  peroxidação  lipídica  costuma  ser 
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 mais  alta  em  indivíduos  com  TEA  (Bjørklund  et  al.  2021).  A  exposição  pré-natal  aos 

 metais  pesados  está  relacionada  com  a  alteração  da  produção  da  Glutationa  (GSH), 

 e  deficiências  no  metabolismo  da  GSH  são  observadas  nos  portadores  de  TEA,  que 

 é  dado  como  o  principal  mecanismo  de  defesa  contra  os  radicais  livres  gerados 

 pelos metais pesados (Ijomone  et al.  2020). 

 Por  conta  de  sua  versatilidade,  o  organismo  modelo  Drosophila  melanogaster 

 vem  sendo  utilizado  para  o  estudo  de  diversos  distúrbios  neurológicos.  O  uso  do 

 organismo  no  estudo  desses  distúrbios  é  justificado  por  conta  de  cerca  de  75%  dos 

 genes  relacionados  à  doenças  em  humanos  possuírem  homologia  com  os  genes  da 

 mosca.  Além  disso,  proteínas  e  vias  de  sinalização  envolvidas  em  processos 

 fisiológicos  básicos  são  conservadas  entre  esses  organismos  eucarióticos. 

 Características  como  o  curto  ciclo  de  vida,  reprodução  rápida  e  ampla  variabilidade 

 entre  as  gerações  possibilita  a  avaliação  de  fatores  que  interferem  no 

 desenvolvimento  em  drosófilas,  e  a  partir  disso  pode-se  buscar  extrapolar  o 

 conhecimento  gerado  com  o  uso  deste  modelo  para  o  mesmo  nexo  causal  que 

 ocorre no organismo humano (Coll-Tané  et al.  2019). 

 Ademais,  o  organismo  já  vem  sendo  utilizado  como  modelo  para  estudos  do 

 TEA  por  conta  de  reproduzir  comportamentos  característicos  do  transtorno,  além  de 

 ser  amplamente  utilizado  como  modelo  na  análise  da  toxicidade  de  metais  (Shilpa  et 

 al  .  2021;  Demir  &  Turna  2022).  A  partir  disso,  diversos  ensaios  comportamentais 

 podem  ser  realizados  a  fim  de  avaliar  o  comportamento  do  tipo  autista  na  mosca, 

 que  reproduz  o  comportamento  do  tipo  repetitivo,  alterações  sociais,  alterações 

 locomotoras,  comportamento  do  tipo  agressivo  e  aprendizagem  e  memória,  fatores 

 que  reproduzem  os  comportamentos  característicos  dos  humanos  autistas  no 

 organismo  modelo,  além  de  possibilitar  o  estudo  de  diversos  fatores  etiológicos  que 

 podem estar relacionados com o TEA (Coll-Tané  et al.  2019; Shilpa  et al  . 2021). 

 Dito  isso,  compreender  o  papel  de  fatores  ambientais  na  etiologia  do  TEA  é 

 de  extrema  relevância,  visto  que  ainda  há  pouco  conhecimento  sobre  a  etiologia  do 

 transtorno.  Sendo  assim,  este  estudo  buscou  avaliar  os  efeitos  da  exposição  ao  Fe 

 em  D.  melanogaster  durante  o  desenvolvimento,  analisando  fatores  como  estresse 

 oxidativo e alterações comportamentais relacionadas ao TEA. 
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 2.  JUSTIFICATIVA 
 Os  fatores  ambientais  capazes  de  contribuir  no  desenvolvimento  do  TEA  vêm 

 sendo  cada  vez  mais  estudados,  evidenciando  a  existência  de  condições  além  da 

 genética  capazes  de  induzir  o  transtorno.  Esses  fatores  podem  influenciar  o 

 neurodesenvolvimento,  podendo  então  induzir  o  transtorno  ao  interagir  com  fatores 

 genéticos.  A  exposição  excessiva  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento  embrionário 

 resulta  em  um  maior  estresse  oxidativo,  danoso  para  o  encéfalo  ao  afetar  fatores 

 como  a  aprendizagem  e  cognição,  facilitando  a  indução  de  transtornos  do 

 neurodesenvolvimento.  Sendo  assim,  torna-se  de  extrema  importância  estudar  os 

 efeitos  da  exposição  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento  a  fim  de  investigar  sua 

 relação  com  o  TEA,  visto  que  a  exposição  pré-natal  excessiva  ao  Fe  afeta  o 

 neurodesenvolvimento.  Buscar  avaliar  a  indução  de  comportamento  do  tipo  autista 

 pela  exposição  ao  Fe  durante  o  período  de  desenvolvimento  em  D.  melanogaster 

 possibilita  tanto  realizar  análises  mais  acuradas  de  como  esse  fator  exerce  seu 

 efeito  na  etiologia  do  TEA  como  colabora  com  o  estabelecimento  de  um  organismo 

 modelo  vantajoso  no  estudo  do  comportamento  do  tipo  autista,  além  de  possibilitar 

 futuros  estudos  em  terapias  com  potencial  tratamento  para  o  estresse  oxidativo, 

 desbalanceamento  imunológico  e  irritabilidade,  característicos  do  TEA.  Evidenciar  o 

 efeito  dos  fatores  ambientais  na  etiologia  do  TEA  é  de  extrema  relevância,  visto  que 

 os sintomas característicos do TEA impactam negativamente a vida do indivíduo. 

 3.  OBJETIVO GERAL 
 Avaliar  alterações  comportamentais  e  bioquímicas  relacionadas  ao  autismo 

 em  D. melanogaster  exposta ao Fe durante o desenvolvimento. 

 4.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 -  Investigar  as  concentrações  subletais  de  Fe  através  de  uma  curva  de  eclosão 

 de pupas de  D. melanogaster; 

 -  Avaliar  a  peroxidação  lipídica  através  das  substâncias  reativas  ao  ácido 

 tiobarbitúrico (TBARS); 

 -  Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e GST; 

 -  Avaliar  os  comportamentos  de  geotaxia  negativa,  grooming  e  interação  social 

 em moscas de até 5 dias. 
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 5.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 5.1.  Drosophila melanogaster 
 Para  a  realização  deste  estudo,  foram  utilizados  ovos  de  D.  melanogaster  da 

 linhagem  Harwich.  As  moscas  foram  mantidas  em  temperatura  e  umidade 

 controladas,  25  ºC  e  70%,  respectivamente,  em  um  ciclo  claro/escuro  de  12  horas. 

 Os  organismos  foram  mantidos  em  tubos  de  vidro  (50  x  85  mm)  contendo  10  ml  de 

 meio  de  cultura  padrão  (farinha  de  milho,  sal,  gérmen  de  trigo,  leite  em  pó,  açúcar, 

 farinha  de  soja,  farinha  de  centeio)  suplementado  com  fermento  biológico.  O 

 antifúngico metilparabeno foi utilizado (Gomes  et  al.  2020). 

 5.2. Análise de toxicidade e seleção de concentrações de FeSO  4 

 FeSO  4  em  diferentes  concentrações  diluído  em  água  destilada  foi  misturado 

 com  meio  de  cultura  padrão  fresco.  As  concentrações  subletais  foram  determinadas 

 através  da  transferência  de  50  ovos  de  D.  melanogaster  ,  em  triplicata,  ao  recipiente 

 de  vidro  contendo  meio  de  cultura  padrão  com  diferentes  concentrações  de  FeSO  4 

 (1,  3,  5,  10,  15  e  20  mM).  O  grupo  controle  possuía  apenas  meio  de  cultura  padrão. 

 As  larvas  que  eclodiram  dos  ovos  foram  mantidas  no  mesmo  meio  de  cultura  até  o 

 nascimento  da  mosca  adulta.  Para  calcular  a  taxa  de  eclosão,  as  moscas  que 

 eclodiram  foram  contadas  diariamente  no  período  de  cinco  dias  em  cada  grupo,  a 

 partir  da  primeira  eclosão  (figura  3).  Dados  dos  grupos  tratados  e  controle  foram 

 utilizados  na  determinação  das  concentrações  subletais  de  FeSO  4  selecionadas  para 

 os experimentos, sendo estas 5 e 15 mM. 

 5.3. Desenho experimental 
 Ovos  de  D.  melanogaster  foram  coletados  após  um  intervalo  de  12  horas  do 

 acasalamento  de  grupos  contendo  150-300  moscas.  Os  ovos  foram  coletados  e 

 divididos  em  3  grupos  contendo  100  ovos  cada,  em  triplicata,  totalizando  300  ovos 

 por  concentração,  mantidos  em  meio  de  cultura  padrão.  Os  grupos  experimentais 

 foram:  grupo  controle  (meio  de  cultura  padrão)  e  grupos  5  e  15  mM  de  FeSO  4  (meio 

 de  cultura  padrão  e  200  μl  de  solução  de  FeSO  4  ).  Utilizou-se,  para  todos  os  grupos, 

 o  volume  de  10  ml  de  meio  de  cultura.  Os  ovos  foram  mantidos  durante  todo  o 

 período  de  desenvolvimento  até  a  eclosão  do  indivíduo  adulto  no  mesmo  meio  de 

 cultura.  A  sobrevivência  foi  avaliada  observando-se  a  taxa  de  eclosão  das  pupas 
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 (Bahadorani  &  Hilliker  2009).  Moscas  adultas  foram  utilizadas  nos  ensaios 

 comportamentais  e  bioquímicos.  As  concentrações  de  FeSO  4  foram  previamente 

 avaliadas  baseando-se  em  estudos  anteriores  e  utilizando  curva  de  sobrevivência 

 (Jimenez-Del-Rio  et al.  2009). 

 5.4. Alterações bioquímicas 
 5.4.1. Enzimas 
 Para  aferir  a  atividade  enzimática  espectrofotométrica  da  GST  e  SOD,  20 

 moscas  adultas  por  grupo  foram  utilizadas,  seguindo  protocolos  anteriormente 

 estabelecidos  (Leandro  et  al.  2020  baseado  em  Habig  &  Jakoby  1981  e  Kostyuk  & 

 Potapovich  1989).  As  amostras  foram  homogeneizadas  utilizando  o  tissuelyser  (5000 

 x  g  por  1  minuto)  e  centrifugadas  por  15  minutos  a  20.000  x  g  a  4  ºC.  O 

 sobrenadante  foi  utilizado  a  fim  de  determinar  as  atividades  das  enzimas.  As 

 atividades  enzimáticas  foram  medidas  em  espectrofotômetro  e  amostradas  em 

 mU/mg  de  proteína.  O  valor  de  proteína  total  foi  analisada  usando  albumina  de  soro 

 bovino  (BSA)  como  padrão,  de  acordo  com  Bradford  (1976).  Todas  as  análises  foram 

 realizadas em triplicata. 

 5.4.2. Peroxidação lipídica 
 A  fim  de  avaliar  a  peroxidação  lipídica,  o  método  TBARS  foi  quantificado, 

 seguindo  métodos  anteriormente  descritos  (Sachett  et  al.  2020).  Foram  utilizadas  15 

 moscas  por  grupo,  em  triplicata,  colocadas  inteiras  em  tubos  de  ensaio  contendo 

 150  μl  de  TBA  0,05  M  e  400  μl  de  tampão  TCA  20%,  sem  passar  por 

 homogeneização.  As  amostras  foram  deixadas  em  banho-maria  a  95  ºC  por  30 

 minutos.  Em  seguida,  foram  pipetadas  em  placas  de  96  poços,  em  triplicata,  lidas 

 em 532 nm utilizando uma leitora de microplacas Elisa. 

 5.5. Ensaios comportamentais 
 A  fim  de  verificar  a  reprodução  do  comportamento  do  tipo  autista  em  D. 

 melanogaster  ,  um  conjunto  de  ensaios  comportamentais  foi  realizado.  Moscas  com 

 até  5  dias  de  vida  foram  utilizadas  em  todos  os  ensaios  comportamentais.  Os  grupos 

 analisados foram controle, 5 e 15 mM de FeSO  4  . 

 5.5.1. Comportamento locomotor 
 Para  análise  da  atividade  locomotora,  o  teste  de  geotaxia  negativa  foi 

 realizado  de  acordo  com  Gomes  et  al.  (2020).  As  moscas  passaram  por 
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 insensibilização  temporária  por  frio,  posteriormente  colocadas  em  tubos  de  vidro 

 verticais  fechados  (2.5  cm  de  altura  e  1.5  cm  de  diâmetro).  Cada  tubo  foi  preenchido 

 com  dez  moscas  por  grupo.  Todos  os  experimentos  foram  realizados  em  triplicata. 

 Após  30  minutos  de  habitação,  transcorrido  o  tempo  de  narcose,  as  moscas  foram 

 impulsionadas  ao  fundo  do  tubo  e  em  seguida  o  número  de  moscas  capazes  de 

 escalar  6  cm  no  tubo  foi  registrado  no  período  de  60  segundos.  O  teste  foi  repetido 

 três vezes em intervalos de 60 segundos cada. 

 5.5.2. Comportamento do tipo repetitivo 
 A  fim  de  reproduzir  o  comportamento  repetitivo  observado  nos  humanos 

 autistas,  analisa-se  o  comportamento  de  grooming  (limpeza)  das  moscas,  realizado 

 baseando-se  em  Shilpa  et  al.  (2021).  Na  mosca,  os  episódios  de  grooming  são 

 comportamentos  normais  e  envolvem  esfregar  partes  do  corpo  com  uma  perna 

 protorácica  ou  metatorácica  (figura  2).  As  moscas  foram  temporariamente 

 insensibilizadas  com  gelo  e  colocadas,  individualmente,  em  um  poço  de  uma  placa 

 com  12  poços.  Após  15  minutos  de  aclimatação,  vídeos  de  3  minutos  foram 

 gravados,  capturando  os  comportamentos  de  grooming  de  cada  mosca.  10  episódios 

 individuais  de  grooming  foram  registrados  por  grupo  experimental.  O  tempo  gasto 

 por cada mosca realizando o comportamento repetitivo de  grooming  foi analisado. 

 FIGURA 1:  COMPORTAMENTOS DE  GROOMING  EM  D. melanogaster  . 

 (a) Limpeza do abdômen, (b) limpeza das asas, (c) fricção das patas dianteiras, (d) limpeza da 
 cabeça, e (e) fricção das patas traseiras. FONTE: Shilpa  et al.  2021. 
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 5.5.3. Interação social 
 Para  aferir  as  alterações  sociais  na  mosca-da-fruta,  um  teste  de  espaço  social 

 foi  realizado  com  base  em  Simon  et  al.  (2012).  Dez  moscas  por  grupo  foram 

 temporariamente  insensibilizadas  com  gelo  e  colocadas  em  uma  placa  circular  (150 

 x  25  mm).  As  moscas  passaram  por  um  período  de  aclimatação  durante  uma  hora. 

 Após  o  período  de  aclimatação,  cinco  minutos  foram  contados  e  as  posições  das 

 moscas  capturadas  em  fotografias,  registradas  a  cada  5  minutos  no  período  de  20 

 minutos  (figura  3).  O  teste  foi  realizado  em  triplicata  em  cada  grupo  experimental. 

 Depois  da  captura  das  imagens,  a  distância  de  cada  mosca  em  relação  às  vizinhas 

 foi  medida  e  avaliada  baseando-se  em  Shilpa  et  al.  (2021),  com  modificações.  A 

 distância  entre  cada  mosca  com  suas  vizinhas  foi  avaliada  utilizando  uma  ferramenta 

 de  medidas  do  software  Microsoft  Visio.  A  distância  obtida  foi  convertida  em 

 centímetros  utilizando  uma  fórmula  de  calibração,  onde  a  distância  final  entre  os 

 pontos  era  obtida  através  da  distância  da  mosca  entre  sua  vizinha  (medida  no 

 software)  multiplicada  pelo  diâmetro  da  placa  circular  (15  cm),  dividido  pelo  diâmetro 

 da placa circular (medido no software). 

 FIGURA 2:  INTERAÇÃO SOCIAL EM  D. melanogaster  . 

 (a) placa circular de teste, (b) distância entre cada mosca e suas vizinhas avaliada no software 
 Microsoft Visio, e (c) interação entre cada mosca com suas vizinhas. FONTE: autora com base em 

 Shilpa  et al.  2021. 

 5.6. Análise Estatística 
 Todos  os  dados  obtidos  neste  trabalho  passaram  pelo  teste  de  normalidade 

 D’Agostino  &  Pearson,  Shapiro-Wilk  e  Kolmogorov  Smirnov.  Os  dados  paramétricos 

 foram  expressos  como  média  ±  desvio  padrão  da  média  (SEM)  e  analisados  por 

 One-way  ANOVA  seguidos  pela  comparação  múltipla  de  Tukey.  Já  os  dados 
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 não-paramétricos  foram  analisados  pelo  teste  de  Kruskal-Wallis  seguido  pela 

 comparação  múltipla  de  Dunn.  Os  resultados  foram  considerados  estatisticamente 

 significativos quando  p < 0,05  . 

 6.  RESULTADOS 

 6.1. Percentual de eclosão 
 A  curva  de  eclosão  permitiu  a  definição  das  concentrações  que  foram  usadas 

 neste  estudo.  Os  ovos  expostos  à  solução  20  mM  demonstraram  taxa  de  eclosão 

 menor  que  50%  no  período  de  análise,  considerada  letal.  As  concentrações  subletais 

 de 5 e 15 mM foram selecionadas. 

 FIGURA 3:  PERCENTUAL DE ECLOSÃO  . 

 Taxa de eclosão observada no período de 5 dias a partir da primeira eclosão. 

 6.2. Atividade das enzimas Superóxido Dismutase e Glutationa S-Transferase 
 As  moscas  tratadas  com  Fe  apresentaram  aumento  da  atividade  da  enzima 

 SOD  em  4  vezes  na  maior  concentração,  sendo  que  um  aumento  da  atividade  foi 

 observado  também  na  concentração  de  5  mM,  porém  não  estatisticamente 

 significativo  (figura  4A).  A  atividade  da  enzima  GST  foi  diminuída  em 

 aproximadamente  50%  na  concentração  de  5  mM,  sem  alterar-se  na  concentração 

 mais alta (figura 4B). 
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 FIGURA 4:  ATIVIDADE ENZIMÁTICA EM  D. melanogaster. 

 Efeitos da exposição a FeSO  4  na atividade das enzimas  (a) Superóxido Dismutase e (b) Glutationa 
 S-Transferase. Os resultados são representados como média  ± desvio padrão da média (SEM). A 

 análise estatística foi realizada através do teste One-way ANOVA e seguida pela comparação múltipla 
 de Tukey. *  p < 0,05  e **  p < 0,01  . 

 6.3. Peroxidação lipídica 
 Moscas  tratadas  com  Fe  demonstraram  aumento  estatisticamente  significativo 

 da  peroxidação  lipídica  entre  si,  entretanto  não  quando  em  comparação  com  seu 

 controle (figura 5). 
 FIGURA 5:  TBARS EM  D. melanogaster. 

 Efeitos da exposição a FeSO  4  na peroxidação lipídica.  Os resultados são representados como média 
 ± desvio padrão da média (SEM). A análise estatística foi realizada através do teste One-way ANOVA 

 e seguida pela comparação múltipla de Tukey.  ** p  < 0,01  . 

 6.2. Capacidade locomotora 
 A  capacidade  locomotora  foi  analisada  através  do  teste  de  geotaxia  negativa, 

 onde  observou-se  redução  da  capacidade  locomotora  nas  moscas  expostas  ao  Fe 

 em ambas as concentrações em comparação com o grupo controle (figura 6). 
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 FIGURA 6:  CAPACIDADE LOCOMOTORA DE  D. melanogaster. 

 Efeitos da exposição a FeSO  4  na capacidade locomotora.  Os resultados são representados como 
 média  ± desvio padrão da média (SEM). A análise estatística  foi realizada através do teste de 

 Kruskal-Wallis, seguida pela comparação múltipla de Dunn. *  p < 0,05  e ***  p < 0,001  . 

 6.3. Comportamento do tipo repetitivo 
 O  comportamento  do  tipo  repetitivo  foi  avaliado  através  da  análise  de  duração 

 dos  episódios  repetitivos  de  grooming  .  As  moscas  expostas  ao  Fe  durante  o 

 desenvolvimento  apresentaram  aumento  dos  episódios  de  grooming  quando 

 comparadas com o controle em ambas as concentrações (figura 7). 

 FIGURA 7:  EPISÓDIOS DE  GROOMING  EM  D. melanogaster. 

 Efeitos da exposição a FeSO  4  na frequência dos episódios  repetitivos de  grooming  .  A análise 
 estatística foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis, seguida pela comparação múltipla de 

 Dunn. ***  p < 0,001  e ****  p < 0,0001  . 
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 6.4. Interação social 
 A  interação  social  foi  aferida  através  da  distância  entre  cada  mosca  e  suas 

 vizinhas.  As  moscas  expostas  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento  apresentaram  maior 

 distância  e,  consequentemente,  menor  interação  entre  si  quando  comparadas  com  o 

 controle em ambas as concentrações (figura 8). 

 FIGURA 8:  PREJUÍZO NA  INTERAÇÃO SOCIAL EM  D. melanogaster. 

 Efeitos da exposição a FeSO  4  na interação social.  A análise estatística foi realizada através do teste 
 de Kruskal-Wallis, seguida pela comparação múltipla de Dunn. *  p < 0,05  e ****  p < 0,0001  . 

 7.  DISCUSSÃO 
 Este  estudo  demonstra  um  possível  papel  dos  metais  pesados, 

 especificamente  o  Fe,  na  etiologia  de  transtornos  do  neurodesenvolvimento  como  o 

 TEA.  Tanto  o  excesso  quanto  a  deficiência  de  Fe  estão  relacionadas  com  falhas  no 

 neurodesenvolvimento  (Schildroth  et  al.  2022).  Estudos  prévios  demonstraram  que  a 

 exposição  excessiva  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento  resulta  em  maior  estresse 

 oxidativo,  e  como  o  encéfalo  apresenta  mecanismos  protetores  fracos,  tal  estresse 

 acaba  afetando  o  neurodesenvolvimento,  facilitando  o  desenvolvimento  de 

 transtornos como o TEA (Pangrazzi  et al.  2020; Schildroth  et al.  2022). 

 Estudos  anteriores  relacionam  a  exposição  pré-natal  a  metais  pesados  com  o 

 TEA.  Gorini  et  al.  (2014)  demonstrou  que  altos  níveis  de  Chumbo  (Pb)  no  plasma 

 estão  relacionados  com  o  desenvolvimento  de  déficits  sociais,  cognitivos  e 

 comunicativos  em  crianças.  Além  disso,  foi  demonstrado  que  crianças  com  TEA 

 apresentavam  nível  plasmático  de  Pb  elevado  quando  comparadas  com  crianças 

 não  portadoras  do  transtorno  (Gorini  et  al.  2014).  Outrossim,  Gorini  et  al.  (2014) 
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 demonstrou  um  possível  papel  do  Mercúrio  (Hg)  na  etiologia  do  TEA,  demonstrando 

 o  papel  deste  metal  pesado  na  neuroinflamação,  imunomodulação  e  estresse 

 oxidativo,  além  de  ressaltar  a  presença  de  níveis  elevados  de  Hg  em  crianças 

 portadoras  do  TEA.  Além  desses  metais,  Ijomone  et  al.  (2020)  demonstrou  o  papel 

 do  Cádmio  (Cd)  na  etiologia  do  TEA,  ressaltando  o  menor  nível  deste  metal  na  urina 

 de  crianças  com  TEA  em  comparação  com  crianças  não  portadoras  do  transtorno, 

 sugerindo  uma  possível  alteração  nos  mecanismos  de  degradação  dos  metais 

 pesados  em  crianças  com  autismo,  visto  que  um  estudo  que  avaliou  o  couro 

 cabeludo  de  crianças  com  autismo  demonstrou  níveis  elevados  de  Cd  (Yasuda  et  al. 

 2013).  Em  D.  melanogaster  ,  estudos  utilizando  Pb  como  fator  etiológico  do  TEA 

 obtiveram  resultados  semelhantes  aos  de  estudos  com  humanos,  ressaltando  o  uso 

 do organismo como modelo dos fatores ambientais no TEA (Shilpa  et al.  2021). 

 Neste  trabalho,  a  exposição  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento  induziu 

 aumento  significativo  da  atividade  da  SOD  e  redução  da  atividade  da  GST.  A  SOD  é 

 uma  enzima  antioxidante  que  neutraliza  os  radicais  superóxido  que  são  produzidos 

 principalmente  ao  longo  da  cadeia  transportadora  de  elétrons,  e  Altun  et  al.  (2018) 

 demonstrou  um  aumento  significativo  na  atividade  enzimática  da  SOD  a  nível 

 plasmático  em  portadores  do  TEA.  A  enzima  GST  age  na  desintoxicação  de 

 xenobióticos  às  custas  de  GSH,  e  está  envolvida  na  regulação  de  proteínas 

 quinases  ativadas  por  mitógenos,  importantes  durante  o  desenvolvimento.  Alabdali 

 et  al.  (2014)  demonstrou  uma  redução  significativa  da  atividade  da  GST  a  nível 

 plasmático  em  portadores  do  TEA),  estando  de  acordo  com  os  resultados  obtidos 

 neste trabalho (figura 4). 

 A  peroxidação  lipídica  é  uma  reação  entre  ácidos  graxos  poliinsaturados  e 

 EROs,  produzindo  peróxidos  de  lipídios  e  polímeros  de  hidrocarbonetos,  que  são 

 extremamente  tóxicos  para  a  célula.  Em  humanos  com  TEA,  estudos  sugerem  um 

 aumento  dos  biomarcadores  de  peroxidação  lipídica  em  amostras  de  sangue 

 periférico  (González-Fraguela  et  al.  2013).  Neste  estudo,  o  Fe  induziu  a  peroxidação 

 lipídica  na  concentração  de  15  mM  quando  em  comparação  com  a  concentração  de 

 5  mM  (figura  5).  Um  estudo  utilizando  o  modelo  de  autismo  induzido  por  valproato 

 em  ratos  não  observou  alterações  significativas  na  peroxidação  lipídica  em  amostras 

 de  fígado  (Bambini-Junior  et  al.  2011),  e  um  estudo  utilizando  o  modelo  de  autismo 

 induzido  por  Pb  em  D.  melanogaster  demonstrou  um  aumento  significativo  da 

 peroxidação  lipídica  a  nível  cerebral,  entretanto  não  a  nível  corporal  (Shilpa  et  al. 
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 2021).  Desta  forma,  este  parece  ser  um  tópico  ainda  em  discussão  nas  alterações 

 corporais  do  TEA,  e  mais  estudos  devem  ser  realizados  para  colaborar  com  o 

 correto  entendimento  da  peroxidação  lipídica  no  autismo,  subsidiando  assim 

 informações mais precisas para que se possa compreender melhor tal resultado. 

 Neste  estudo,  a  exposição  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento  resultou  em  um 

 conjunto  de  alterações  comportamentais  que  reproduzem  o  comportamento  do  tipo 

 autista  em  D.  melanogaster  (Shilpa  et  al.  2021).  A  redução  na  capacidade 

 locomotora  é  um  dos  principais  fatores  comportamentais  no  diagnóstico  precoce  do 

 TEA  (Harris  2017).  O  déficit  locomotor  em  moscas  expostas  ao  Fe  durante  o 

 desenvolvimento  observado  neste  estudo  está  de  acordo  com  outros  relatos  da 

 literatura  utilizando  drosófilas  (Jimenez-Del-Rio  et  al.  2009;  Ortega-Arellano  et  al. 

 2011) e ratos (Maaroufi  et al.  2009; Kim & Wessling-Resnick  2014). 

 Dado  como  fator  característico  para  diagnóstico  do  TEA,  as  estereotipias 

 (comportamentos  repetitivos)  são  reproduzidas  em  D.  melanogaster  através  do 

 comportamento  de  grooming  .  A  mosca  exposta  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento 

 apresentou  comportamento  do  tipo  repetitivo  de  grooming  aumentado  em  relação  ao 

 controle  (figura  7),  similar  às  estereotipias  apresentadas  por  humanos  (White  et  al. 

 2006;  Volkmar  &  Wiesner  2018).  Tanto  a  maior  duração  dos  episódios  de  grooming 

 quanto  o  aumento  da  frequência  destes  em  moscas  expostas  ao  Fe  podem  ser 

 devidos  aos  déficits  de  habituação,  hipersensibilidade  sensorial  ou  inibição  dos 

 circuitos  de  limpeza  (Ethridge  et  al  .  2016).  Um  padrão  equivalente  de  maior 

 frequência  do  comportamento  de  grooming  foi  observado  em  D.  melanogaster 

 exposta  a  Pb  durante  o  desenvolvimento  (Shilpa  et  al.  2021).  A  partir  disso,  é 

 possível  supor  que  a  exposição  pré-natal  a  metais  pesados  desencadeia  o 

 comportamento de  grooming  e outros comportamentos  característicos do TEA. 

 Um  fator  chave  no  diagnóstico  do  TEA  é  o  notável  déficit  social  (Volkmar  & 

 Wiesner  2018).  Observou-se  prejuízo  na  interação  social  em  D.  melanogaster 

 exposta  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento,  notando-se  maior  espaço  social  entre  os 

 indivíduos  (figura  8).  Tal  déficit  pode  estar  relacionado  com  a  redução  da  capacidade 

 locomotora  e  maior  frequência  de  grooming  (figuras  6  e  7).  Estudos  anteriores 

 sugerem  que  a  exposição  pré-natal  ao  Fe  afeta  negativamente  o  comportamento 

 social  em  seres  humanos  (Ferreira  et  al.  2019),  e  sabe-se  que  tanto  sua  deficiência 

 quanto  sua  sobrecarga  está  relacionada  com  falhas  no  neurodesenvolvimento  em 

 humanos  (Schildroth  et  al.  2022).  Apesar  disso,  o  Fe  é  considerado  um  nutriente 
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 essencial,  e  poucas  pesquisas  buscam  identificar  o  papel  de  substâncias  essenciais 

 para o metabolismo na neurotoxicidade (Schildroth  et al.  2022). 

 Os  neurônios  de  D.  melanogaster  são  sensíveis  como  os  neurônios  humanos 

 ao  estresse  oxidativo  e  à  morte  celular  advinda  da  exposição  a  xenobióticos,  como  o 

 Fe  (Jimenez-Del-Rio  et  al.  2009).  Tal  sensibilidade  pode  ser  ligada  ao  fato  do  Fe 

 apresentar  um  papel  essencial  na  produção  das  EROs,  entretanto,  para  evidenciar 

 danos  no  encéfalo  de  D.  melanogaster  ,  mais  estudos  são  necessários.  Apesar  disso, 

 os  dados  deste  estudo  sugerem  que  a  exposição  a  altas  concentrações  de  Fe 

 durante  o  período  de  desenvolvimento  pode  estar  relacionada  com  a  etiologia  do 

 TEA.  Este  estudo  demonstrou  que  a  exposição  ao  Fe  durante  o  desenvolvimento  de 

 D.  melanogaster  afeta  significativamente  parâmetros  bioquímicos  e 

 comportamentais.  Mais  estudos  são  necessários  para  posterior  análise  de 

 mecanismos  moleculares  relacionados  ao  comportamento  do  tipo  autista  em  D. 

 melanogaster  ,  fornecendo  dados  mais  precisos  no  estudo  do  Fe  como  fator 

 etiológico do TEA. 

 8.  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 Por  fim,  este  trabalho  demonstra  que  um  potencial  fator  etiológico  do  TEA 

 pode  ser  a  exposição  embrionária  ao  Fe,  visto  que  D.  melanogaster  tratada  com  este 

 metal  pesado  no  período  de  desenvolvimento  exibiu  comportamento  semelhante  ao 

 autista  humano,  como  a  redução  da  capacidade  locomotora,  menor  interação  social 

 e  comportamento  repetitivo  elevado.  Portanto,  a  exposição  a  altas  concentrações  de 

 Fe  é  capaz  de  afetar  o  desenvolvimento  normal  em  D.  melanogaster  ,  podendo 

 induzir comportamentos similares ao autismo. 

 Dito  isso,  este  estudo  reforça  o  uso  de  D.  melanogaster  como  modelo  para 

 estudar  os  efeitos  de  metais  pesados  na  etiologia  do  TEA.  As  moscas  tratadas  com 

 Fe  apresentaram  comportamento  do  tipo  autista,  refletindo  algumas  das  principais 

 características  no  diagnóstico  do  TEA  em  humanos.  Ademais,  a  exposição  ao  Fe 

 durante  o  desenvolvimento  em  D.  melanogaster  reproduz  o  comportamento  do  tipo 

 autista  na  mosca,  podendo  colaborar  com  o  avanço  do  estudo  de  possíveis  terapias 

 para  os  sintomas  característicos  do  TEA,  além  de  possibilitar  o  estudo  da  relação 

 entre fatores ambientais e genéticos associados com o TEA. 

 Com  isso,  a  continuidade  deste  estudo  tem  como  perspectivas  futuras  a 

 análise  molecular  das  moscas  que  sofreram  a  exposição  às  altas  concentrações  de 
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 Fe  durante  o  desenvolvimento  a  fim  de  verificar  alterações  nos  genes  relacionados 

 ao  TEA  em  D.  melanogaster  ,  possibilitando  o  estudo  da  interação  entre  fatores 

 ambientais  e  genéticos.  Como  a  D.  melanogaster  apresenta  cerca  de  75%  de 

 ortólogos  funcionais  com  genes  relacionados  às  doenças  em  humanos,  inúmeros 

 marcadores  genéticos  relacionados  com  o  TEA  podem  ser  estudados  no  organismo 

 modelo  (Mariano  et  al.  2020).  Além  disso,  há  como  perspectivas  futuras  a  análise 

 bioquímica  a  nível  cerebral,  avaliação  de  outros  fatores  comportamentais 

 relacionados  ao  TEA  (como  agressividade,  aprendizagem  e  memória)  e  o  estudo  de 

 possíveis  terapias  antioxidantes  capazes  de  melhorar  os  danos  bioquímicos  e  os 

 comportamentos característicos do TEA. 
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